201712.00706v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


-1710 >» doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2015.12.09 J South Med Univ, 2015, 35(12): 1710-1714 


临床 研究 


口腔 需 氧 菌 及 兼 性 大 氧 阔 种 分 离 鉴 定 系 统 的 建立 
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摘要 :目的 建立 口腔 需 氧 菌 和 兼 性 菌 的 系统 分 离 鉴 定 方法 。 方 法 招募 20 名 口腔 健康 志愿 者 及 8 名 口腔 疾病 患者 ,分 别 采集 唾 
液 .眼下 菌 斑 , 齿 上 菌 班 和 根 尖 周 肉芽 样本 ,采用 形态 鉴定 全 自动 生化 鉴定 仪 及 16s RNA 基因 测序 的 多 相 分 类 方法 ,对 口腔 可 
培养 细菌 进行 分 离 鉴 定 。 结 果 鉴定 出 口腔 菌 种 63 种 , 共 175 株 ,梅里 埃 生化 鉴定 与 16s RNA 基因 鉴定 的 符合 度 为 22.39% ,不 
符合 的 菌 种 以 基因 测序 结果 为 准 。 链 球菌 属 . 放 线 菌 属 和 葡萄 球菌 属 检 出 率 占 前 3 位 , 菌 种 以 咽 峡 炎 链 球菌 .口腔 放 线 菌 、 变 异 
链球 菌 .组 证 链球 菌 检 出 频率 最 高 。 慢 性 根 尖 周 炎 的 咽 峡 炎 链球 菌 检 出 率 最 高 ;放射 性 贤 患 者 中 ,中 间 链 球菌 .金黄 色 葡 萄 球菌 
检 出 率 较 高 ; 猛 性 齿 患 者 中 ,变异 链球 菌 远 高 于 其 他 细菌 。 结 论 口腔 需 氧 菌 和 兼 性 厌 氧 菌 中 以 革 兰 阳性 菌 检 出 率 最 高 。 对 
于 口腔 细菌 鉴定 来 说 ,梅里 埃 生 化 鉴定 仪 鉴定 准确 率 不 高 ,但 可 提供 菌株 生理 生化 指标 ,而 全 长 的 16s RNA 基因 测序 鉴定 更 
为 可 靠 。 

关键 词 :生化 鉴定 ;16s rRNA 基因 测序 ; 菌 种 鉴定 系统 
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Isolation and identification of aerobic and facultative anaerobic bacteria in the oral cavity 
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Abstract: Objective To establish a systematic method for isolation and identification of aerobic and facultative anaerobic 
bacteria in the oral cavity. Methods Samples of the saliva, dental plaque and periapical granulation tissue were collected from 
20 subjects with healthy oral condition and from 8 patients with different oral diseases. The bacteria in the samples were 
identified by morphological identification, VITEK automatic microorganism identification and 16s rRNA gene sequencing. 
Results VITEK automatic microorganism identification and 16s rRNA gene sequencing showed an agreement rate of 22.3976 in 
identifying the bacteria in the samples. We identified altogether 63 bacterial genus (175 species), among which Streptococcus, 
Actinomyces and Staphylococcus were the most common bacterial genus, and Streptococcus anginosus, Actinomyces oris, 
Streptococcus mutans and Streptococcus mitis were the most common species. Streptococcus anginosus was commonly found in 
patients with chronic periapical periodontitis. Streptococcus intermedius and Staphylococcus aureus were common in patients with 
radiation caries, and in patients with rampant caries, Streptococcus mutans was found at considerably higher rate than other 
species. Conclusion Aerobic and facultative anaerobic bacteria are commonly found in the oral cavity, and most of them are 
gram-positive. 16s rRNA gene sequencing is more accurate than VITEK automatic microorganism identification in identifying 
the bacteria. 

Key words: biochemical identification; 16s rRNA sequencing; strain identification system 


口腔 是 人 体内 微生物 最 多 .最 丰富 的 生境 之 一 。 构建 立 基础 细菌 数据 库 的 重要 性 。 我 们 之 前 的 测序 研 

2007 年 启动 的 人 类 微生物 组 计划 (human mierobiome ”” 究 数据 表明 , 奈 瑟 菌 属 、 棒 状 杆菌 属 .纤毛 菌 属 链球 菌 
project, HMP) 旨 在 绘制 包括 口腔 在 内 的 人 体 几 大 部 位 。 属 . 普 雷 沃 菌 属 . 韦 采 菌 属 . 梭 杆菌 属 、 二 氧化 碳 嗜 纤维 
微生物 组 图 谱 , 以 解析 微生物 菌 群 结构 变化 对 人 类 健康 。” 菌 属 . 放 线 菌 属 . 哮 血 杆菌 属 等 在 健康 人 的 菌 斑 中 具有 
的 影响 ”。 由 此 可 见解 析 口 腔 基 本 微生物 谱 及 菌 群 结 ”更 高 的 细菌 丰 度 。 那 么 ,可 培养 的 口腔 细菌 组 成 结构 及 
检 出 率 是 否 与 之 吻合 呢 ? 其 中 的 高 丰 度 大 氧 菌 在 几 十 年 

收 稿 日 期 :2015-08-16 来 已 有 了 较 深入 和 全 面 的 研究 ,集中 在 某 一 种 大 和 氧 菌 
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少 有 研究 涉及 5 ,也 尚未 有 人 系统 建立 国人 口腔 需 氧 或 
兼 性 厌 氧 菌 的 基本 组 成 谱 数 据 库 。 随 着 分 子 系统 生物 
学 的 发 展 ,应 用 16s RNA 结合 形态 学 .生理 生化 指标 、 
生物 系统 分 类 学 的 多 相 分 类 ,已 逐渐 成 为 微生物 分 类 鉴 
定 的 一 种 有 力 手 段 ,是 鉴定 细菌 种 类 和 发 现 新 种 的 基 
础 “。 本 研究 对 口腔 中 的 需 氧 菌 及 兼 性 厌 氧 菌 做 了 全 
面 的 分 离 鉴定 ,并 对 不 同 鉴定 方法 进行 对 比 , 建 立 口腔 
需 氧 与 兼 性 大 氧 落 的 基础 数据 库 , 为 今后 研究 口腔 需 氧 
菌 及 兼 性 大 氧 菌 在 健康 与 疾病 中 的 作用 以 及 同 大 氧 阔 
的 相互 关系 提供 依据 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 样本 收集 唾液 标本 :收取 26 名 志愿 者 唾液 标 
本 。 样 本 采集 时 间 集 中 在 两 餐 之 间 ( 上 午 10:00 至 下 午 
16:00) ,采集 前 让 受 检 者 用 温 开 水 轻 轻 滞 去 口中 的 食物 
残渣 ,采集 受 检 人 的 非 刺 激 性 唾液 2 mL。 

菌 斑 样 本 收集 :采集 26 名 志愿 者 中 有 菌 斑 者 的 菌 
斑 样本 。 采 集 时 间 集 中 在 两 餐 之 间 ( 上 午 10:00 至 下 午 
16:00) ,采集 前 让 受 检 者 用 温 开 水 轻 轻 滞 去 口中 的 食物 
残 洒 ,在 棉 卷 隔 湿 下 用 眼 上 乔治 器 刊 取 其 眼 上 菌 斑 , 立 
即 置 于 含 1 mL 无 菌 PBS 转运 液 的 EP 管 中 。 刊 净 眠 上 
菌 斑 , 吹 干 牙 面 ,再 刮 取 齿 下 菌 斑 。 

根 尖 肉芽 样本 收集 :手术 切取 26 名 志愿 者 中 1 名 慢 
性 根 尖 周 炎 患者 根 尖 肉芽 样本 , 装 于 含 1 mL 无 菌 PBS 
转运 液 的 EP 管 中 立即 送 检 。 

1.1.2 试剂 和 仪器 GP/GN/NH/ANC 生 化 鉴定 卡 ( 生 物 
梅里 埃 公司 ,法 国 ) ,细菌 基 因 组 DNA 提取 试剂 盒 
(TIANGEN),PCR 扩 增 试剂 盒 (TIANGEN);VITEK 全 
自动 微生物 鉴定 及 药 敏 分 析 仪 (生物 梅里 埃 公 司 , 法 
ES) ,扫描 电镜 (InspectF FEL, fj 25) , 体 视 显微镜 (Leica 
EZ4HD )。 

1.2 实验 方法 

1.2.1 细菌 的 分 离 培养 采用 10 倍 连续 梯度 稀释 法 ,用 
PBS 对 样本 进行 稀释 ,稀释 度 为 10~10' CFU/mL, 进 行 
TARER T IBS EA S XUI (TSB , OXOID 公 
司 ) 血 平板 , 放 入 37 % 兼 性 厌 氧 环 境 或 需 氧 中 培养 24~ 
48 h。 挑 取 大 小 ,形态 .颜色 .质地 等 不 同 的 菌落 转 种 于 
另 一 培养 板 ,进行 连续 传代 培养 直至 经 革 兰 染色 确定 分 
离 出 纯 种 细菌 。 

1.22 细菌 形态 学 鉴定 菌落 形态 观察 :观察 TSB MF 
板 中 菌落 外 形 .颜色 ,透明度 .光泽 RE .硬度 .边缘 A 
血 情 况 , 记 录 , 并 用 体 视 显微镜 拍照 。 

革 兰 染色 观察 :采用 革 兰 染色 法 观察 细菌 的 形状 、 
排列 .染色 性 ,记录 ,并 用 显微镜 拍照 。 

扫描 电镜 观察 :直接 用 小 块 盖 玻 片 印 取 菌 落 , 放 人 


2.5% 戊 二 醛 中 国定 2 h(4 % 冰 箱 ) ,再 用 磷酸 盐 缓 冲 液 清 
洗 2 次 ,用 不 同 梯度 的 乙醇 脱水 ,脱水 后 再 放 入 100% 乙 
酸 正 戊 酯 溶液 中 置换 处 理 20 min。 在 二 氧化 碳 临界 点 
于 燥 机 中 进行 二 氧化 碳 临界 点 干燥 。 用 离子 溅 射 仪 喷 
金 。 扫 描 观 察 样品 ,并 保存 图 像 。 

1.2.3 细菌 鉴定 仪 的 生化 反应 鉴定 根据 菌 种 的 初步 鉴 
定 特 征 选择 鉴定 卡片 (GN/GP/NH/ANC 等 ), 并 根据 说 
明 书 要 求 将 培养 了 18~24 h 的 培养 物 用 生理 盐水 配制 
成 一 定 浊 度 的 苦 基 液 ,利用 梅里 埃 全 自动 细菌 鉴定 仪 中 
进行 鉴定 。 待 鉴定 完毕 后 , 读 取 鉴 定 结果 。 
1.24 16sIRNA 基 因 测 序 鉴 定 挑 取 适 量 菌 葫 ,按照 细 
菌 DNA 提 取 试 剂 盒 说 明 书 的 步 又 提取 细菌 DNA。 以 
所 提取 的 细菌 DNA 为 模版 ,用 通用 引物 27F 和 1492R 
扩 增 16s rRNA 基因 序列 ,1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 PCR 
产物 条 带 约 为 1.5 kb, 送 PCR 产物 至 上 海 生 工 进行 测 
序 。 将 测序 所 得 的 拼接 序列 与 HOMD (human oral 
microbiome database) 数据 库 和 EzTaxon 数据 库 
( EzTaxon server 2.1) 中 的 国际 标准 模式 菌株 进行 
BLAST 序列 比 对 ,根据 进化 树 获 得 亲缘 关系 最 近 、 相 似 
度 最 高 的 菌 种 名 称 。 

1.2.5 菌 种 冻 干 保藏 将 纯 培 养 的 菌 种 固体 培养 物 用 棉 
签 天 于 装 有 脱脂 牛奶 的 玻璃 菌 种 管 中 , 混 匀 后 进行 冻 干 
保 种 。 将 制备 好 的 牛奶 管 置 于 -20 % 冰 箱 进行 长 期 保存 。 


2 结果 
2.1 菌落 细胞 形态 鉴定 

以 自 编 菌 种 号 COCC19 RZY Brie CRothia aeria) 
为 例 ,平板 上 的 菌落 表面 光滑 ,乳白 色 , 有 光泽 (图 1A、 
B), 革 兰 染 色 示 该 菌 为 革 兰 染色 阳性 ,具有 不 规则 的 、 脱 
大 的 棒状 未 端 ,排列 成 VT 等 形状 (图 1C), 扫 描 电 镜 
示 菌 体 为 中 等 长 短 的 杆菌 , 略 弯 ( 图 1D)。 
2.2 口腔 需 氧 及 兼 性 厌 氧 菌 分 离 鉴 定 结果 汇总 

共 分 离 鉴定 出 可 培养 口腔 菌 种 共 175 株 ,包含 7 株 
真菌 。 菌 株 分 属于 10 多 个 不 同 的 菌 属 ,63 个 菌 种 。 鉴 
定 方法 同时 采用 16s rRNA 基因 测序 鉴定 和 梅里 埃 生 化 
鉴定 仪 鉴定 ,对 于 同时 使 用 2 种 鉴定 方法 的 菌株 检测 出 
二 者 的 符合 度 仅 为 22.39% ,不 符合 的 菌株 结合 形态 学 
特征 最 后 以 基因 测序 为 准 。 所 有 分 离 菌株 序列 均 分 别 
与 HOMD 数 据 库 和 EzTaxon 数 据 库 中 的 国际 标准 株 进 
行 BLAST 序 列 比 对 ,根据 进化 树 亲 缘 关 系 远 近 进行 鉴 
定 。 以 菌 种 COCC019 为 例 ,如 图 2 所 示 , 经 比 对 确定 该 
菌 为 天 空 罗 斯 菌 。 

本 次 试验 从 口腔 中 分 离 鉴 定 出 常见 的 需 氧 及 兼 性 
厌 氧 菌 ,如 链球 菌 . 放 线 菌 、 和 区 葡 球菌 及 梭 杆菌 等 ,也 分 
离 出 少见 的 或 近年 来 新 发 现 的 细菌 ,如 毗邻 颗粒 链 菌 、 
鲍 曼 不 动 杆菌 IEEE ZEE RISE E .苏黎世 链球 菌 及 似 
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Fig.l Morphological observation of isolated Rothia aeria. A: Plate culture; B: 
Stereoscopic microscope; C: Gram staining; D: Scanning electron microscopy. 
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图 2 基于 COCC19 及 相 邻 的 微 球菌 科 16S rRNA 基因 序列 的 邻接 
系统 进化 树 

Fig.2 Phylogenetic tree of 165 rRNA gene sequence of COCC19 and 
the neighboring micrococcus. 


肺炎 克 雷 伯 菌 等 ( 表 1)。 结 果 显示 ,口腔 中 种 类 和 检 出 
率 最 高 的 为 链球 菌 属 , 占 到 了 46.55% ,其 次 是 放 线 菌 属 
(14.8596 ) RI URS (10.2896) 。 高 检 出 率 菌 种 为 咽 峡 
炎 链 球菌 (9.71% ) .口腔 放 线 菌 (8.57%) 变异 链球 菌 
(6.86%) 组 证 链球 菌 (6.86% ) 。 这 些 细菌 均 为 革 兰 阳 
性 菌 。 
2.3 首次 分 离 自己 腔 的 新 菌 种 

根据 我 们 的 分 离 结 果 ,回顾 了 在 International 


Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology 上 2010 年 后 分 离 的 新 菌 种 ， 
发 现 有 些 菌 种 是 第 1 次 分 离 自 口腔 ,如 桑 肠 
杆菌 (Enterobacter mori) 、 密 软 根 克 雷 伯 菌 
(Klebsiella michiganensis) 、 香 坊 肠 杆菌 
(Enterobacter xiangfangensis ) 5 (46 2.) 


3 讨论 

口腔 微生物 与 人 类 口腔 的 健康 和 全 身 
健康 有 紧密 联系 。 探 究 口腔 细菌 种 类 及 其 
与 健康 和 疾病 的 关联 是 非常 有 必要 的 。 对 
于 样本 选取 ,本 实验 不 单 采集 唾液 样本 ,还 
HAE T I ARREA CELER. E DE, E P TR 
斑 ) 黏膜 样本 等 ,通过 增加 取样 部 位 ,全 面 
分 离 鉴 定 口腔 内 的 需 氧 和 兼 性 厌 氧 细菌 种 
类 , 且 样 本 采集 对 象 年 龄 分 布 包括 新 生 儿 、 
幼儿 、 青 少年 .中 年 人 和 老年 人 等 多 个 年 龄 
层面 。 我 们 发 现在 口腔 健康 和 疾病 人 群 中 
链球 菌 .葡萄 球菌 CERE 、 梭 杆菌 等 的 种 
类 较 多 , 均 为 正常 成 年 人 口腔 内 的 优势 菌 
群 。 口 腔 放 线 菌 是 口腔 生物 膜 内 常见 的 细菌 之 一 ,人 研究 
认为 , 它 在 齿 病 的 发 病 机 理 中 扮演 着 重要 的 角色 ,还 可 
侵 及 牙根 面 及 牙 周 组 织 , 并 在 口外 感染 中 也 有 分 离 得 到 
下 。 此 外 ,我 们 也 分 离 得 到 了 口腔 少见 菌 种 ,如 玫瑰 色 
库 克 菌 、 紫 邻 颗粒 链 菌 . 鲍 曼 不 动 杆菌 .马赛 根瘤 菌 等 。 
以 及 近年 来 新 发 现 的 菌 种 ,如 桑 肠 杆菌 ,苏黎世 链球 菌 、 
似 肺 炎 克 雷 伯 菌 、 香 坊 肠 杆菌 等 ,丰富 对 国人 口腔 微 生 
物 的 认识 。 

分 离 到 的 少见 细菌 多 为 条 件 致 病菌 ,在 口腔 生态 失 
衡 及 自 号 免疫 失衡 时 会 诱发 疾病 。 天 空 罗 斯 菌 是 1997 
年 从 俄罗斯 空间 站 中 的 空气 和 冷凝 水 样品 中 首次 被 分 
离 出 来 ” ,并 且 被 确定 为 新 生 儿 败血症 的 致 病菌 ” ,后 
来 在 急性 支气管 炎 和 急性 心 内 膜 炎 患 者 中 分 离 得 到 ”， 
而 我 们 首次 分 离 自 24 岁 .26 岁 .27 岁 3 名 女性 健康 人 的 
上 唾液。 苏黎世 链球 菌 (Streptococcus tigurinus )1E20124E 
首次 被 报道 。 该 种 细菌 可 产生 o- 溶 血 环 ,形成 直径 为 
0.5-1 mm 的 光滑 灰色 或 白色 菌落 。 苏 歼 世 链球 菌 可 导 
致 严重 的 炎症 ,主要 寄居 在 人 类 口腔 ,一 旦 进入 血液 , 则 
会 导致 侵袭 性 感染 ,如 感染 性 心 内 膜 炎 .骨髓 炎 .关节 
炎 .脑膜 炎 等 "。 我 们 首次 从 健康 人 及 猛 性 睛 患 者 口腔 
中 分 离 到 该 菌 。 近 年 来 发 现 , 假 肺炎 链球 菌 主要 与 下 呼 
吸 道 感染 有 关 , 多 见于 慢性 阻塞 性 肺 疾病 患者 。 研 究 还 
推测 假 肺炎 链球 菌 还 可 导致 草绿 色 链 球菌 的 耐 药 性 增 
加 二 。 咽 峡 炎 链 球菌 属于 人 类 口腔 正常 菌 群 ,但 有 时 会 
导致 严重 的 侵袭 忻 感 染 ,主要 与 口腔 感染 有 关 , 个 人 的 
易 感 性 在 感染 过 程 中 起 到 了 关键 作用 。 有 研究 发 现 , 咽 
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表 1 口腔 需 氧 及 兼 性 厌 氧 菌 分 离 鉴定 结果 


Tab.1 Isolation and identification of aerobic and facultative anaerobic microorganism 


Genus (frequency) 


Strain(frequency) 


Fungus(7) 


Staphylococcus(18) 


Streptococcus(81) 


Actinomyces(26) 


Enterobacter (3) 
Lactobacillus(3) 
Acinetobacter(2) 
Corynebacterium(2) 
Arcanobacterium(1) 
Achromobacter(1) 
Neisseria(7) 
Rothia(7) 
Klebsiella(4) 
pseudomonas(3) 
Gemella(1) 
Rhizobium(1) 
Others(8) 


Total 


Kocuria rosea(4), Candida albicans(2), Candida rugosa(1) 


Staphylococcus aureus(8), Staphylococcus epidermidis(4), Staphylococcus haemolyticus(3), 
Staphylococcus hominis(2)Staphylococcus capitis(1) 


Streptococcus anginosus(17), Streptococcus mutans(12), Streptococcus mitis(12), Streptococcus sanguinis 


(6). Streptococcus intermedius(5), Streptococcus salivarius(4), 


Streptococcus cristatus(4), Streptococcus 


constellatus(3), Streptococcus gordonii(3), Streptococcus tigurinus(3), Streptococcus pseudopneumoniae 

(3), Streptococcus parasanguinis (2)Streptococcus pneumoniae , (1) Streptococcus oralis (1), Streptococcus 

australis (1), Streptococcus infantis (1), Streptococcus pluranimalium (1), Streptococcus thoraltensis (1). 
Streptococcus dentisani (1) 


Actinomyces oris (15), Actinomyces naeslundii (5), Actinomyces odontolyticus (3), Actinomyces meyeri (2), 
Actinomyces johnsonii (1) 


Enterobacter mori (2), Enterobacter xiangfangensis (1) 


Lactobacillus mucosae (2), Lactobacillus fermenti (1) 


Acinetobacter junii (1), Acinetobacter baumannii (1) 


Corynebacterium jeikeium (1), Corynebacterium minutissimum (1) 


Arcanobacterium haemolyticum (1) 


Achromobacter xylosoxidans (1) 


Neisseria sicca (3), Neisseria perflava (2), Neisseria subflava (2) 


Rothia aeria (4), Rothia mucilaginosa (2), Rothia dentocariosa (1) 


Klebsiella pneumoniae (2 ), Klebsiella quasipneumoniae (1), Klebsiella michiganensis (1) 


Pseudomonas aeruginosa (1), Pseudomonas beteli (1), Pseudomonas geniculata (1) 


Gemella sanguinis (1) 


Rhizobium massiliae (1) 


Stenotrophomonas maltophilia (5), Granulicatella adiacens (2), Aeromonas salraonicida(1) 
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Tab.2 Bacterial species isolated for the first time from the oral cavity 


Name of bacteria 


First report 


Sample 


Enterobacter mori 


Streptococcus tigurinus 


Klebsiella michiganensis 


Klebsiella quasipneumoniae 


Enterobacter xiangfangensis 


Streptococcus dentisani 


isolated from the white mulberry in 2011, gram-negative ". 


isolated from a patient with infectious endocarditis in 
2012, can cause invasive infection, gram-positive ™. 


isolated from the household toothbrush holder in 2013, 
gram-negative ™. 


isolated from the blood of a infected patient in 2014, 


widely distributed, gram-negative "“. 
isolated from the traditional bread of Heilongjiang of 
China in 2014, gram-negative "". 
isolated from the tooth surface without caries in 2014, 


gram- positive "”. 


oral cavity of a healthy female of 29 years old 
(*99.2%) 


saliva of a healthy female of 22 years old(*98.3%) 
and a female with rampant caries of 13 years old 


(*99.8%) 


saliva of a healthy female of 70 years old(*99.7%) 


saliva of a healthy female of 22 years old(*99.8%) 


saliva of a healthy femal of 21 years old(*99.696) 


salive of a healthy infant of 2 years old(*99.396) 


* indicates the similarity between the sequencing of 16S rRNA of the bacterium and the data from HOMD database. 


峡 炎 链球 菌 在 接受 根 管 治疗 的 病人 的 根 管 中 检 出 率 较 
高 , 且 可 产生 大 量 细胞 外 蛋白 ,其 很 可 能 是 根 管 治疗 后 
发 生根 尖 周 炎 的 病原 菌 之 一 ”, 还 可 导致 严重 的 肺炎 ， 
ERKA ,但 较 罕 见 "”。 猛 性 颇 是 儿童 常见 口腔 疾 
病 之 一 ,对 儿童 健康 可 造成 严重 损害 。 许 多 研究 发 现 ， 


在 猛 性 皮 患 者 中 ,变异 链球 菌 的 含量 无 论 在 龋 损 部 位 或 


是 在 相对 健康 的 部 位 都 显著 高 于 普通 龋 病 患者 或 正常 
人 ,提示 了 变异 链球 落成 为 优势 菌 与 猛 性 齿 的 发 生 密切 
相关 ””*”。 我 们 的 研究 还 显示 ,青年 人 的 微生物 种 类 最 
丰富 ,中 年 人 次 之 ,而 老年 人 和 婴 幼 儿 较 少 ,这 可 能 与 牙 
TRIS LAESA: 口腔 环境 的 改变 等 有 关 。 

本 次 菌 种 鉴定 从 细菌 的 表 性 特征 生理 生化 特性 、 
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分 子 水 平等 多 方面 进行 分 析 鉴 定 , 并 记录 其 重要 的 表 型 
特征 。 通 过 基因 测序 鉴定 和 全 自动 生化 仪 鉴定 方法 的 
比较 发 现 , 许 多 微生物 表 型 的 相似 往往 导致 分 类 的 困 
难 。 并 且 , 梅 里 埃 鉴 定 仪 数据 库 中 仅 含 30 余 种 口腔 细 
菌 ,而 目前 认为 口腔 细菌 有 成 百 上 千 种 。 遇 到 这 种 情 
况 , 我 们 进一步 进行 了 DNA 测 序 鉴定 ,并 发 现 测序 鉴定 
结果 和 菌落 菌 细胞 形态 特征 更 吻合 ,可 作为 最 终 确 定 菌 
种 的 准绳 。 比 如 ,在 使 用 梅里 埃 生 化 鉴定 系统 鉴定 出 菌 
株 为 少 动 鞘 氮 醇 单 胞 菌 ,生化 鉴定 可 信和 度 为 97% ,然而 
用 16s rRNA 基因 测序 鉴定 结果 为 中 间 链 球菌 ,分 子 鉴 
定 可 信和 度 为 99.18%。 此 外 ,梅里 埃 生 化 鉴定 系统 价格 昂 
贵 ,而 全 长 16s rRNA 基因 测序 成 本 较 低 ,具有 可 重复 性 ， 
并 是 基 因 型 与 微生物 功能 、 致 病 性 等 密切 相关 1。 
对 于 口腔 需 氧 及 兼 性 大 和 氧 菌 的 研究 有 待 进一步 深 
入 。 本 次 试验 从 较 小 人 群 范围 内 建立 了 口腔 可 培养 微 
生物 的 系统 收集 分 离 鉴 定 的 方法 ,可 为 口腔 微生物 资 
源 的 研究 提供 基础 而 随 着 微生物 培养 和 分 离 鉴定 技术 
的 继续 革新 ,以 及 人 和 群 样本 的 不 断 扩大 ,相信 将 会 有 更 
多 种 类 的 口腔 微生物 被 发 现 ,更 多 的 致 病 机 制 被 揭晓 。 
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